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1	 En	 la	 mayoría	 de	 los	 organismos	 eucariotas	 con	 reproducción	 sexual,	 la	 recombinación	
meiótica	 es	 un	 proceso	 crucial	 para	 la	 correcta	 producción	 de	 gametos.	 La	 recombinación	 meióti-
ca	 se	 inicia	 con	 roturas	 de	 doble	 cadena	 en	 el	 DNA	 (DSBs)	 que,	 aún	 siendo	 necesarias	 para	 la	 correcta	
segregación	 de	 los	 cromosomas	 en	 la	meiosis,	 suponen	 un	 elevado	 riesgo	 para	 el	mantenimiento	 de	 la	 in-
tegridad	 del	 genoma.	 Si	 las	 células	 inician	 la	 segregación	 cromosómica	 antes	 de	 que	 estas	 roturas	 hayan	










cerevisiae.	 Para	 ello,	 hemos	 estudiado	 la	 función	 de	 la	 proteína	 Ddc2	 en	 el	 checkpoint	 de	 recombinación	
meiótica.	Ddc2	 junto	 con	Mec1	constituyen	un	complejo	 sensor	del	 daño	en	el	DNA	en	células	 vegetativas,.	
Hemos	determinado	que	Ddc2	participa	en	el	checkpoint	 de	 recombinación	meiótica	puesto	que	su	deleción	
suprime	 el	 bloqueo	 meiótico	 que	 sufren	 diferentes	 mutantes	 de	 sinapsis	 y/o	 recombinación,	 como	 sae2,	
dmc1,	hop2	y	zip1,	originando	productos	meióticos	 inviables.	La	producción	de	Ddc2	se	 induce	en	 la	profase	






















de	 la	completa	duplicación	de	 la	 información	genética	y	de	 la	correcta	transmisión	de	ésta	a	 las	células	hijas	
cuando	se	produce	la	división	celular.	
El	genoma	de	las	células	es	relativamente	estable	pero	es	atacado	constantemente	de	forma	espontánea	
por	 factores	 endógenos	 y	 exógenos	 tales	 como	especies	 reactivas	 de	oxígeno	 (resultantes	 del	metabolismo	
celular)	o	agentes	 físicos	y	químicos	como	 la	 radiación	ultravioleta	(UV),	 la	 radiación	 ionizante	y	compuestos	































En	S.	 cerevisiae,	 se	 pueden	 distinguir	 diferentes	 checkpoints	 de	 daño	 en	 el	 DNA	 dependiendo	 del	
momento	en	el	que	se	produzcan	las	lesiones	en	el	genoma,	como	el	que	retrasa	la	transición	G1/S,	bloquea	
la	 transición	G2/M,	o	el	 checkpoint	 intra-S	que	 ralentiza	 la	progresión	por	 fase	S.	Además,	el	checkpoint	 de	
replicación	detiene	 la	progresión	del	ciclo	celular	e	 inhibe	 la	activación	de	orígenes	de	 replicación	 tardíos	en	
respuesta	a	estrés	replicativo	para	evitar	la	entrada	en	mitosis	sin	haber	replicado	totalmente	el	material	genético	
(Figura 1)	(Nyberg	et	al.,	2002).	El	mantenimiento	de	la	integridad	del	genoma	depende	también	de	la	existencia	




	 Además,	 en	mitosis	 existe	 un	 checkpoint	 dependiente	 de	 la	 proteína	Bub2,	 la	 cual,	 forma	 un	 com-
plejo	 con	Bfa1	 (Alexandru	 et	 al.,	 1999;	Fesquet	 et	 al.,	 1999;	Fraschini	 et	 al.,	 1999;	 Li,	 1999)	que	monitoriza	
la	 posición	 del	 huso	 (Hoyt,	 2000)	 e	 inhibe	 la	 salida	 de	mitosis	 a	 través	 de	 la	 regulación	 negativa	 de	MEN	
(Mitotic	Exit	Network)	 (Fesquet	 et	 al.,	 1999).	Por	 último,	 existe	 un	mecanismo	de	 vigilancia	 que	es	 específi-
co	 de	meiosis,	 el	 checkpoint	 de	 recombinación	meiótica	 o	 de	 paquitene	 que	 impide	 la	 entrada	 en	meiosis	 I	
hasta	 que	 se	 hayan	 completado	 correctamente	 procesos	 como	 el	 apareamiento	 de	 los	 cromosomas	 ho-
mólogos,	 la	sinapsis	y	 la	 recombinación	 (Figura 2)	 (Roeder	and	Bailis,	2000;	Hochwagen	and	Amon,	2006).	
Introducción
Figura 1. Los checkpoints de integridad del genoma.	Se	 representan	esquemáticamente	 los	diferentes	mecanismos	de	vigilancia	
que	existen	dependiendo	de	la	fase	del	ciclo	mitótico	en	la	que	se	encuentre	la	célula	y	de	las	alteraciones	que	disparan	el	checkpoint.	
Figura 2. El checkpoint de recombinación meiótica.	 Se	 indican	 diferentes	 eventos	 de	 la	 meiosis.	 Cuando	 hay	 defec-
tos	 o	 errores	 en	 la	 profase	 de	 la	 meiosis	 	 el	 checkpoint	 de	 recombinación	 meiótica	 bloquea	 o	 ralentiza	 la	 entrada	 en	 meiosis	 I.
51.1.1.-	Componentes	del	checkpoint	de	daño	en	DNA
Los	componentes	clave	de	las	rutas	de	checkpoint	del	DNA	incluyen	proteínas	que	detectan	los	errores	




grupos	de	proteínas	que	actúan	en	 las	 rutas	del	checkpoint	 de	daño	en	el	DNA	en	S.	cerevisiae	 que	en	su	
mayoría	están	conservadas	en	otros	organismos (Tabla 1).
Introducción
























































Tabla 1.- Proteínas del checkpoint de respuesta al daño en el DNA
Sensores/
Transductores
Los huecos en blanco indican que o bien la proteína homóloga no es diana del checkpoint o no se conoce que lo 




Se unen a los sitios de daño
Median la activación de
las kinasas efectoras
Inducen respuesta global de
la célula frente a agresiones
mediante fosforilación de
sustratos diana
Responsables directas de 
la respuesta global de la 
célula frente a agresiones
61.1.1.1.-	Sensores
Dependiendo	 del	 tipo	 de	 lesión	 detectada	 se	 activan	 unos	mecanismos	 sensor	 u	 otros.	 Cuando	 el	
daño	que	se	produce	en	el	genoma	son	DSBs,	el	mecanismo	sensor	que	las	detecta	es	el	complejo	MRX	que	




más	prolongado	e	 intensivo	necesario	para	alcanzar	 los	niveles	adecuados	de	 ssDNA.	En	el	 procesamiento	
inicial	a	ssDNA	participan	el	complejo	MRX	mediante	la	exonucleasa	Mre11	y	la	endonucleasa	Sae2	(Lengsfeld	
































































Las	 proteínas	 adaptadoras	 o	mediadoras	 se	 encargan	de	 promover	 la	 interacción	 entre	 las	 kinasas	
sensor	 (PI3KKs)	 y	 las	 kinasas	 efectoras	 (Chk1	 y	Rad53).	 Los	 adaptadores	 no	 sólo	 determinan	 qué	 ruta	 de	
checkpoint	se	va	a	activar	dependiendo	de	la	naturaleza	de	la	señal,	sino	que,	además	favorecen	la	amplificación	










	 -	Proteínas	adaptadoras	 con	dominios	BRCT:	 son	un	grupo	de	proteínas	que	 tienen	en	su	extremo	












































Existe	un	mecanismo	de	vigilancia	denominado	 checkpoint	 de	ensamblaje	del	huso	o	SAC	 (Spindle	



















del	 núcleo.	El	SPOC	 retrasa	 la	 salida	 de	mitosis	 o	MEN	cuando	el	 huso	en	anafase	no	está	 correctamente	


































Figura 3. Segregación meiótica de los cromosomas.	 Se	 representa	 la	 unión	 física	 de	 los	 cromosomas	 a	 través	 de	 los	
quiasmas,	 los	 cuales,	 son	 necesarios	 para	 la	 correcta	 segregación	 de	 los	 cromosomas.	 Se	 observa	 como	 las	 cohesi-
nas	 se	 mantienen	 a	 lo	 largo	 de	 los	 brazos	 de	 los	 cromosomas	 hasta	 la	 meiosis	 I,	 momento	 en	 el	 cual,	 son	 eliminadas	 por	
la	 separasa	 y	 quedan	 protegidas	 en	 las	 regiones	 pericentroméricas	 por	 la	 sugosina	 hasta	 la	 meiosis	 II	 donde	 ya	 se	 elimina.
11
2.1.-	Etapas	de	la	meiosis.
A	 continuación	 se	 describen	 brevemente	 los	 principales	 eventos	 meióticos.	Aunque	 es	 un	 proceso	
tremendamente	conservado,	se	hace	referencia	fundamentalmente	a	la	levadura	S.	cerevisiae.
2.1.1.-	La	replicación	premeiótica	del	DNA






Además,	 se	 ha	 demostrado	 que	 la	 replicación	 y	 la	 recombinación	 del	 DNA	meiótico	 son	 procesos	



























El	SC	está	 formado	por	dos	elementos	 laterales	y	 los	cromosomas	meióticos	se	disponen	formando	
bucles	 de	 cromatina	 cuyas	 bases	 	 se	 asocian	 a	 estos	 ejes	 estructurales	 (Moens	 and	Pearlman,	 1988).	 Los	
elementos	 laterales	se	conectan	a	 lo	 largo	de	su	 longitud	por	unos	elementos	 transversales	que	constituyen	







































Los	 eventos	 de	 recombinación	meiótica	 no	 están	 distribuidos	 uniformemente	 a	 través	 del	 genoma.	



















Figura 4. La recombinación meiótica. Los	 DSBs	 generados	 por	 la	 proteína	 Spo11	 se	 reparan	 median-
te	 su	 resección	 a	 cadena	 sencilla	 (ssDNA)	 y	 la	 invasión	 de	 este	 ssDNA	 en	 la	 cromátida	 intacta	 del	 cromosoma	 homólo-






















































































checkpoint	de	 recombinación	meiótica	o	de	paquitene.	Este	checkpoint	 	monitoriza	 la	profase	meiótica,	más	
concretamente,	 procesos	 como	 la	 sinapsis	 y	 la	 recombinación	 y	 bloquea	 las	 células	 antes	 de	 la	 entrada	 en	





















































































































Factor de carga parecido a RFC
Clamp parecido a PCNA
Clamp parecido a PCNA
Clamp parecido a PCNA
Kinasa parecida a la fosfo-inositol kinasa 3
Proteína cromosómica meiótica
Kinasa meiótica (parálogo de Rad53)
Proteína cromosómica meiótica
Metiltransferasa de histonas
Kinasa con dominio FHA
Kinasa parecida a la fosfo-inositol kinasa 3
Componente del complejo MRX
Nucleasa, componente del complejo MRX
Componente del complejo MRX
Proteína adaptadora con dominio BRCT
Desacetilasa de histonas
ATPasa
Proteína con dominio BRCT
Proteína de unión a DNA
Proteín kinasa
Tirosín kinasa de Cdc28
Kinasa dependiente de ciclina




Factor de iniciación de la traducción
Proteína fosfatasa 1
Proteína de unión a FK506
Los nombres que aparecen entre paréntesis indican factores para los que los experimentos realizados no indicaron 
un papel en el checkpoint meiótico. 
RFC – Factor de replicación C (Replication Factor C)
PCNA – Antígeno de proliferación celular (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
FHA domain – Dominio asociado a horquillas (Forkhead Associated domain)
BRCT domain – Dominio carboxi-terminal de Brca1 (Brca1 Carboxy Terminal domain)











Proteína del filamento transversal del SC



































































tales	como	 la	 translocación	cromosómica,	en	 la	cual,	parte	del	 fragmento	de	un	cromosoma	se	une	a	otro	y	
la	deleción,	en	 la	que	parte	de	un	cromosoma	se	pierde	por	completo.	 	La	severidad	de	los	efectos	de	estos	
desórdenes	siempre	depende	del	tamaño	del	cromosoma	y	de	la	información	que	contiene.	
La	 tecnología	moderna	 puede	 detectar	 precozmente	 estas	 anormalidades	 genéticas	 cuando	 el	 feto	
























 CAPÍTULO 1.- Caracterización de la función de la proteína Ddc2 en meiosis
 1.1.- La proteína Ddc2 participa en el checkpoint de recombinación meiótica
 El	checkpoint	 de	 recombinación	meiótica	 bloquea	 o	 retrasa	 la	 entrada	 en	meiosis	 I	 cuando	 existen	















	 Para	determinar	 si	Ddc2	se	 requiere	para	el	checkpoint	de	 recombinación	meiótica,	 combinamos	 la	
deleción	de	DDC2	con	los	mutantes	meióticos	zip1,	dmc1,	hop2	y	sae2	y	se	estudiaron	varios	eventos	meióticos	



















(Figuras 8A, 8B).	No	obstante,	 la	viabilidad	de	las	esporas	de	dmc1	era	baja	(10,4%).	La	deleción	de	DDC2	
suprimía,	 al	menos	 parcialmente,	 el	 retraso	meiótico	 de	dmc1,	 pero	 los	 núcleos	 de	 los	 productos	meióticos	
generados	estaban	fragmentados	y	disgregados,	formándose	muy	pocas	esporas	maduras,	la	mayoría	de	ellas	









de	dmc1	 es	 suprimido	por	ddc2,	 las	 células	 llevarían	a	 cabo	 las	 divisiones	meióticas	 con	DSBs	 sin	 reparar,	
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dmc1 dmc1 ddc2 rad54 rad54 dmc1 rad54 dmc1 ddc2
























Genotipo relevante Fluorescencia de ditirosina Eficiencia de esporulación(%) Viabilidad de las esporas (%)
silvestre 96,2
dmc1 9 10,4
dmc1 ddc2 10 3,5
rad54 66 60,4
rad54 dmc1 13 11,1
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esporas	no	estaba	muy	afectada,	pero	el	mutante	doble	rad54	dmc1	estaba	casi	completamente	bloqueado	en	la	
meiosis	(Figura 8A, C, D),	lo	que	era	consistente	con	la	acumulación	de	DSBs	que	ya	no	pueden	ser	reparadas	
ni	 con	 la	 hermana	ni	 con	el	 homólogo.	Además,	 este	 bloqueo	meiótico	 se	 suprimía,	 al	menos	parcialmente,	
al	 delecionar	DDC2	 (Figura 8C),	 conduciendo	 a	 la	 formación	 de	 productos	meióticos	 inviables	 (Figura 8A).
	 El	 mutante	 hop2	 está	 afectado	 en	 el	 mismo	 paso	 de	 la	 recombinación	 meiótica	 que	 dmc1	 y,	
además,	 presenta	 sinapsis	 entre	 cromosomas	 no	 homólogos,	 dando	 lugar	 a	 una	 parada	 en	 la	 profase	
de	 la	 meiosis	 dependiente	 del	 checkpoint	 de	 paquitene	 (Leu	 et	 al.,	 1998).	 Esta	 parada	 se	 suprimía	










 1.2.- En ausencia de DDC2, las células entran en meiosis I sin haber reparado los intermediarios 
de recombinación
	 El	 hecho	 de	 que	 la	 deleción	 de	DDC2	 suprima	 el	 retraso	 o	 parada	 en	 profase	 de	 varios	mutantes	
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Figura 12. Ddc2 impide la segregación cromosómica en presencia de intermediarios de recombinación.	(A	y	B)	Extensiones	de	
núcleos	meióticos	teñidos	con	DAPI	(azul)	y	anticuerpos	anti-Rad51	(rojo)	y	anti-tubulina	(verde).	Se	muestran	imágenes	representativas	
de	cada	estadío	meiótico.	Las	cepas	son	BR1919-2N	(silvestre),	DP471	(hop2),	DP472	(hop2	ddc2),	DP467	(dmc1)	y	DP468	(dmc1	ddc2).
Rad51 / Tubulina / DAPI



















 1.3.- La producción de Ddc2 se induce en la profase meiótica
	 Para	estudiar	la	dinámica	de	la	proteína	Ddc2	durante	la	meiosis,	el	gen	DDC2	se	marcó	en	su	propio	
locus	genómico	con	la	proteína	verde	fluorescente	(GFP),	o	con	tres	copias	del	epítopo	HA.	Se	comprobó	que	las	
proteínas	 resultantes	 son	 funcionales	 porque	 las	 cepas	 portadoras	 de	 estas	 versiones	 etiquetadas	
no	 eran	 sensibles	 a	 MMS	 (datos	 no	 mostrados),	 no	 tenían	 alterada	 la	 parada	 o	 retraso	 meiótico	
de	 los	 mutantes	 zip1,	 dmc1,	 hop2	 y	 sae2	 (Figura 13)	 y	 tenían	 altos	 niveles	 de	 viabilidad	 de	
las	 esporas	 (92%	 y	 96%	 para	 las	 cepas	 silvestres	 DDC2-GFP	 y	 DDC2-HA,	 respectivamente).	
	 La	 producción	 de	 la	 proteína	 Ddc2	 se	 analizó	 mediante	































































se	 iban	reparando	 los	 intermediarios	de	recombinación	y	 la	meiosis	progresaba.	Como	control,	se	analizaron	
en	paralelo	los	niveles	de	la	kinasa	específica	de	meiosis	Mek1,	que	se	induce	en	la	profase	meiótica	(Rockmill	




se	dispara	en	 los	mutantes	zip1,	 dmc1,	 hop2	y	 sae2,	 la	 proteína	Ddc2	 se	acumulaba	hasta	 tiempos	 tardíos	
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Tiempo en esporulación (h)
Tiempo en esporulación (h)




























	 Para	 confirmar	 esta	 posibilidad,	 inmunoprecipitamos	 la	 proteína	 Ddc2	 de	 células	 meióticas	 del	
mutante	 dmc1	 y	 tratamos	 la	 muestra	 con	 la	 enzima	 l-fosfatasa.	 Como	 se	 observa	 en	 la	 Figura 14E,	 el	
tratamiento	 con	l-fosfatasa	originó	una	mayor	migración	de	Ddc2	en	el	 gel.	Sin	 embargo,	 este	 aumento	de	
movilidad	 no	 ocurrió	 cuando	 la	misma	muestra	 se	 trató,	 además,	 con	 inhibidores	 de	 fosfatasa.	 Por	 tanto,	 y	
aunque	no	éramos	capaces	de	detectar	fácilmente	las	dos	formas	de	la	proteína,	podíamos	afirmar	que	Ddc2	
se	 fosforila	 durante	 la	meiosis,	 al	menos	en	mutantes	que	activan	el	checkpoint	de	 recombinación	meiótica.	
 1.5.- Los sitios consenso de fosforilación por Mec1 no son necesarios para la función de 
checkpoint de Ddc2
	 Ddc2	 contiene	 tres	 sitios	 consenso	 (S/T-Q)	 de	 fosforilación	 por	 la	 kinasa	Mec1	 en	 las	 treoninas	 29	
y	 40	 y	 en	 la	 serina	 636.	 Para	 averiguar	 la	 relevancia	 de	 la	 fosforilación	 en	 estos	 sitios	 para	 la	 función	 del	
checkpoint,	mutamos	estos	sitios	a	alanina	en	un	plásmido	centromérico	que	contenía	el	gen	DDC2	marcado	
con	el	epítopo	myc	 (Rouse	and	Jackson,	2002),	creando	el	alelo	ddc2-3AQ	que	 lleva	 los	siguientes	cambios	
de	aminoácidos:	T29A,	T40A	y	S636A.	Para	determinar	si	 la	fosforilación	de	Ddc2	en	estos	sitios	se	requiere	
para	 el	 checkpoint	 de	 paquitene	 analizamos	 la	 progresión	 meiótica	 en	 el	 diploide	 zip1	 ddc2	 transformado	
con	 el	 vector	 vacío	 (pRS316)	 o	 con	 los	 plásmidos	 expresando	 la	 versión	 silvestre	 de	 DDC2	 o	 la	 versión	
mutante	ddc2-3AQ.	Como	controles	adicionales,	se	analizaron	en	paralelo	 la	cepa	silvestre	y	el	mutante	zip1	
transformados	 con	 el	 vector	 vacío.	Aunque,	 debido	 a	 fenómenos	 de	 pérdida	 de	 plásmido	 en	 los	 cultivos,	 la	
expresión	 de	DDC2	 procedente	 del	 plásmido	 reestablecía	 sólo	 parcialmente	 la	 parada	meiótica	 del	mutante	
zip1	 ddc2	 (Figura 15A),	 la	 cinética	 de	 progresión	 de	 la	 meiosis	 era	 indistinguible	 de	 la	 del	 mutante	 zip1	
ddc2	 transformado	 con	 el	 alelo	 ddc2-3AQ	 (Figura 15A).	 Estos	 resultados	 indican	 que	 la	 fosforilación	 de	
Ddc2	 en	 las	 posiciones	 T29,	 T40	 y	 S636	 no	 es	 necesaria	 para	 su	 función	 en	 el	 checkpoint	 de	 paquitene.
Puesto	 que	 Ddc2	 también	 participa	 de	 forma	 crucial	 en	 la	 respuesta	 al	 daño	 en	 el	 DNA	 durante	 el	 ciclo	
mitótico,	 decidimos	 estudiar	 si,	 a	 diferencia	 de	 la	 meiosis,	 estos	 sitios	 consenso	 de	 fosforilación	 por	 Mec1	
podrían	 ser	 importantes	 para	 la	 función	 de	Ddc2	 en	 el	 checkpoint	 de	 daño	 en	DNA	 en	 células	 vegetativas.	
Para	 ello,	 realizamos	 ensayos	 de	 sensibilidad	 a	 agentes	 genotóxicos	 como	 el	 MMS	 y	 la	 luz	 UV.	 Como	 se	
observa	 en	 la	 Figura 15B,	 el	 mutante	 ddc2	 (transformado	 con	 vector	 vacío)	 mostró	 sensibilidad	 a	 dichos	
agentes.	 Sin	 embargo,	 el	 mutante	 ddc2	 transformado	 con	 plásmidos	 portadores	 de	 DDC2,	 DDC2-myc	 ó	
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ddc2-3AQ-myc	 presentaron	 el	 mismo	 nivel	 de	 resistencia	 a	 MMS	 y	 UV,	 que	 la	 cepa	 silvestre.	 Por	 tanto,	
estos	 resultados	 sugerían	 que,	 sorprendentemente,	 estos	 sitios	 consenso	 para	 la	 kinasa	 Mec1	 tampoco	













zip1 ddc2 + p(DDC2-myc)




































Tiempo en MMS (h)
Figura 15. La fosforilación de Ddc2 en los sitios S/T-Q no es necesaria para su función de checkpoint (A)	Cinética	de	las	divisiones	
nucleares	meióticas.	 Se	 representa	 el	 porcentaje	 de	 células	 que	 contienen	más	 de	 dos	 núcleos.	 Las	 cepas	 son	 DP455	 +	 pRS316	














 1.6.- Ddc2 se localiza en los cromosomas meióticos y se acumula en mutantes bloqueados por 






y	parcialmente	 lineal)	o	en	paquitene	(Zip1	aparece	completamente	 lineal	 indicando	que	se	ha	completado	la	
sinapsis	de	 los	homólogos).	Como	se	observa	en	 la	Figura 16	en	 las	extensiones	cromosómicas	de	 la	cepa	
silvestre	se	observó	un	gran	número	de	focos	de	Ddc2	en	el	estadío	de	zigotene,	que	es	cuando	está	ocurriendo	
la	 recombinación	 meiótica,	 mientras	 que	 el	 número	 de	 focos	 disminuía	 o	 incluso,	 en	 algunos	 casos,	 estos	
desaparecían	en	paquitene,	cuando	la	mayoría	de	las	DSBs	ya	han	sido	reparadas.	Por	el	contrario,	en	mutantes	
deficientes	en	la	reparación	de	las	DSBs,	como	hop2	y	dmc1,	los	focos	de	Ddc2	se	acumulan	durante	toda	la	profase	





la	imagen	resultante	de	la	fusión	de	Ddc2-HA	y	Rad51	(Figura 18A y 18B;	paneles	superiores).	No	obstante,	esta	
colocalización	parcial	es	significativa	(P<0,001),	puesto	que	es	mucho	más	elevada	que	la	colocalización	fortuita	que	
resulta	de	la	superposición	de	las	imágenes	al	azar	girando	una	de	ellas	180º	(Figura 18A y 18B;	paneles	inferiores).	
Además,	se	observó	que	existía	una	variabilidad	acusada	en	la	intensidad	relativa	de	los	focos	de	Rad51	y	Ddc2.	
1.7.- Localización in vivo de Ddc2 durante la meiosis
Para	estudiar	 in	vivo	 la	dinámica	meiótica	de	 la	 localización	de	Ddc2	utilizamos	 las	diferentes	cepas	
(silvestre	y	mutantes	sae2,	dmc1,	hop2	y	zip1)	portadoras	de	la	versión	funcional	de	la	proteína	Ddc2	marcada	
con	GFP.	A	partir	de	cultivos	en	esporulación	de	todas	estas	cepas	se	tomaron	muestras	a	lo	largo	del	tiempo	
y	 se	 examinaron	 mediante	 microscopía	 de	 fluorescencia.	 Tanto	 en	 la	 cepa	 silvestre	 como	 en	 los	 mutantes	
meióticos,	existía	una	pequeña	proporción	de	células	que	presentaban	 focos	de	Ddc2	a	 tiempo	cero	 (Figura 
19),	 probablemente	 debidos	 al	 daño	 espontáneo	 que	 se	 genera	 durante	 el	 crecimiento	 mitótico	 previo	 a	 la	
inducción	de	 la	meiosis.	En	el	 silvestre,	el	número	de	células	con	señal	de	Ddc2-GFP	aumentaba	a	medida	
que	 las	 células	 entraban	en	meiosis,	 alcanzando	niveles	máximos	que	 coincidían	 con	el	 intervalo	 en	 que	 la	
mayoría	 de	 células	 del	 cultivo	 se	 encuentran	 en	 profase	 (Figura 19A);	 después,	 la	 fracción	 de	 células	 con	
focos	disminuía	a	medida	que	 los	 intermediarios	de	recombinación	van	reparándose,	 las	divisiones	meióticas	
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se	 completan	 y	 se	 forman	 las	 esporas.	 Por	 el	 contrario,	 en	 los	 mutantes	 que	 disparan	 el	 checkpoint	 de	
recombinación	meiótica	 (sae2,	hop2,	 zip1	y	 dmc1)	 la	 fracción	de	células	 con	señal	de	Ddc2-GFP	alcanzaba	
niveles	más	 elevados	 que,	 además,	 se	mantenían	 hasta	 tiempos	 tardíos	 de	meiosis	 (Figuras 19A y 19B).
El	 examen	 detallado	 de	 la	 localización	 de	Ddc2-GFP	 reveló	 diferentes	 patrones	 de	 focos	 de	Ddc2-










































o	 de	 anillo.	 Cabe	 destacar	 que,	 mientras	 que	 en	 la	 cepa	 silvestre	 esta	 organización	 de	 los	 focos	 de	 Ddc2	
disminuía	a	medida	que	la	meiosis	progresaba,	en	el	mutante	zip1	se	acumulaba	un	considerable	fracción	de	
células	con	múltiples	 focos	de	Ddc2	a	 tiempos	 tardíos	y,	en	el	 caso	de	 los	mutantes	dmc1,	hop2	 o	sae2,	 la	








de	Ddc2	 desaparecían	 y	 la	 señal	 de	Ddc2-GFP	 se	 detectaba	 únicamente	 como	 focos	 sencillos.	Además,	 la	
acumulación	de	células	que	presentaban	numerosos	focos	de	Ddc2	a	tiempos	tardíos	en	dmc1	desaparecía	en	el	
doble	mutante	spo11	dmc1	(Figuras 19B y 20).	Así,	estas	observaciones	indican	que	el	patrón	de	localización	de	
Ddc2	en	forma	de	focos	múltiples	es	específico	de	las	DSBs	meióticas	involucradas	en	el	proceso	de	recombinación.
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Figura 18. Ddc2 colocaliza parcialmente con Rad51.	 Las	extensiones	de	 los	 cromosomas	corresponden	al	mutante	hop2	 (A)	 y	al	
mutante	dmc1	 (B)	 portadores	de	DDC2-HA	 (DP491	 y	DP488,	 respectivamente),	 preparadas	después	de	20-24h	en	meiosis,	 teñidas	
con	DAPI	(azul)	y	anticuerpos	anti-HA	(rojo)	y	anti-Rad51	(verde).	Las	flechas	señalan	algunos	de	los	focos	de	Ddc2-HA	y	Rad51	que	
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24 horas en meiosis




































1.8.- La localización de Ddc2 en meiosis depende de RPA
En	 células	 vegetativas,	 el	 reclutamiento	 de	 Ddc2	 a	 las	 DSBs	 depende	 de	 RPA,	 un	 complejo	
heterotrimérico	 (Rfa1-Rfa2-Rfa3)	que	se	une	a	 regiones	de	ssDNA	y	que	participa	en	múltiples	aspectos	del	
metabolismo	 de	 los	 cromosomas	 (Sakaguchi	et	 al.,	 2009).	 Puesto	 que	 el	 complejo	RPA	es	 esencial	 para	 la	





rfa1-t11	 la	cantidad	de	 focos	de	Ddc2	se	 reducía	drásticamente	y	 la	 intensidad	de	 los	mismos	era	muy	débil	
(Figura 21A).	Esta	 localización	 imperfecta	de	Ddc2	originaba	una	 respuesta	defectiva	del	checkpoint	porque	
la	mutación	 rfa1-t11	 confería	 una	 supresión	 parcial	 del	 retraso	meiótico	 que	 tiene	 el	mutante	 dmc1	 (Figura 
21B).	Además,	para	corroborar	que	 la	reducida	 localización	de	Ddc2	cuando	 la	función	de	RPA	está	alterada	
da	 lugar	 a	 una	 respuesta	 defectiva	 del	 checkpoint	 analizamos	marcadores	moleculares	 de	 la	 activación	 del	
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de	 la	producción	de	 la	kinasa	polo	Cdc5	que	es	una	diana	terminal	de	 la	ruta.	Así,	observamos	que	 la	fuerte	
activación	de	Mek1	que	ocurre	en	dmc1	estaba	muy	atenuada	en	el	doble	mutante	dmc1	rfa1-t11	que,	además,	
presentaba	una	inducción	de	Cdc5	que	marca	la	salida	de	profase	(Figura 21C),	de	acuerdo	con	la	supresión	
parcial	 del	 retraso	 meiótico	 del	 mutante	 dmc1	 (Figura 21B).	 Por	 tanto,	 es	 necesario	 que	 el	 complejo	 RPA	
sea	funcional	para	que	Ddc2	realice	de	forma	correcta	su	papel	en	el	checkpoint	de	recombinación	meiótica.
1.9.- Ddc2 se acumula en DSBs meióticas sin reparar
Los	 estudios	 de	 la	 localización	meiótica	 de	 la	 proteína	Ddc2	 tanto	 en	 extensiones	 de	 cromosomas	
como	en	 células	 vivas	 son	 consistentes	 con	que	Ddc2	esté	 actuando	 como	un	 sensor	 de	 los	 intermediarios	
de	 recombinación	 meióticos.	 Para	 confirmar	 esto,	 	 analizamos	 mediante	 inmunoprecipitación	 de	 cromatina	
(ChIP)	 la	 unión	 de	 Ddc2-HA	 a	 dos	 sitios	 calientes	 (hotspots)	 de	 DSBs	 meióticas	 (BUD23	 y	ERG1).	 Como	












































control	de	 referencia,	se	utilizó	 la	 región	del	DNA	 ribosomal	 (rDNA),	donde	no	se	producen	DSBs	meióticas.	
Se	 analizaron	 por	 ChIP	 la	 cepa	 silvestre	 y	 el	 mutante	 dmc1	 antes	 de	 que	 las	 células	 entraran	
en	meiosis	 (t=0)	 y	a	 las	24	horas	de	meiosis,	 cuando	 los	 focos	de	Ddc2	se	acumulan	en	dmc1.	En	 la	 cepa	
silvestre,	 sólo	 se	 produce	 un	 leve	 enriquecimiento	 meiótico	 de	 Ddc2	 en	 los	 hotspots,	 de	 acuerdo	 con	 el	
hecho	 de	 que	 las	DSBs	 sin	 reparar	 son	 transitorias	 en	 una	meiosis	 normal.	 Por	 el	 contrario,	 en	 el	mutante	
dmc1	 se	observó	un	enriquecimiento	 relativo	 (aproximadamente	3	 veces)	de	Ddc2	en	ambos	hotspots	 a	 las	
24	h	de	meiosis	(Figura 22A).	Para	comprobar	que	 la	unión	de	Ddc2	a	 los	sitios	de	recombinación	depende	
de	 la	 generación	 de	 DSBs	 meióticas	 se	 llevaron	 a	 cabo	 análisis	 de	 ChIP	 en	 el	 mutante	 spo11.	 Como	 se	
observa	 en	 las	Figura 22B	 el	 enriquecimiento	 de	 Ddc2	 fue	 significativamente	menor	 (P<0,01)	 en	 ausencia	
de	 Spo11,	 lo	 que	 indica	 que	 Ddc2	 se	 recluta	 en	 los	 lugares	 donde	 tiene	 lugar	 la	 recombinación	 meiótica.
Para	 verificar	 que	 cuando	 Ddc2	 se	 une	 a	 las	 DSBs	 meióticas	 sin	 reparar	 actúa	 como	 sensor	 del	
checkpoint	de	paquitene,	monitorizamos	los	procesos	que	tienen	lugar	más	abajo	en	la	ruta	del	checkpoint.	Como	
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Por	 último,	 también	 observamos	 que	 incluso	 en	 una	 meiosis	 sin	 perturbar	 en	 una	 cepa	 silvestre	 hay	
una	 ligera	 (pero	 detectable	 por	 la	 fosforilación	 de	 Mek1)	 activación	 del	 checkpoint	 de	 forma	 transitoria	
durante	 la	 profase	 cuando	está	 ocurriendo	 la	 recombinación	meiótica	 (ver	 t=10-15	h	 en	Figuras 23 y 24B).	
Sin	 embargo,	 esta	 activación	 es	 prácticamente	 indetectable	 en	 ausencia	 de	 Ddc2	 ó	 Mec1	 (Figura 24B).	
En	 conjunto,	 estos	 resultados	 indican	 que	 Ddc2	 funciona	 en	 etapas	 tempranas	 de	 la	 ruta	 de	
checkpoint	 de	 paquitene,	 señalizando,	 junto	 con	 Mec1,	 la	 presencia	 de	 intermediarios	 de	 recombinación	
a	 componentes	 que	 están	 por	 debajo	 en	 la	 ruta	 de	 este	 checkpoint	 como	 la	 kinasa	 efectora	 Mek1.
CAPÍTULO 2.- Interacción de Ddc2 con el huso meiótico
2.1.- Localización alternativa de Ddc2 independiente de la recombinación meiótica 
Como	se	ha	mostrado	anteriormente,	cuando	observábamos	la	localización	de	Ddc2-GFP	en	mutantes	
carentes	de	recombinación	meiótica	(spo11),	los	focos	múltiples	de	Ddc2	desaparecían	y	la	señal	de	Ddc2-GFP	
se	encontraba	solamente	en	 focos	únicos	 (Figuras 19B y 20).	Sin	embargo,	una	observación	detallada	nos	
permitió	apreciar	que,	en	algunas	células,	esa	señal	discreta	de	Ddc2	no	se	concentraba	en	los	típicos	focos	


























redondos	frente	a	 la	señal	elongada	de	Ddc2	durante	 la	meiosis	mostró	que,	aunque	esta	última	 localización	
es	 más	 prominente	 en	 el	 mutante	 spo11,	 también	 se	 puede	 detectar	 en	 células	 silvestres	 (Figura 25A).
2.2.- Ddc2 colocaliza con el huso meiótico
La	localización	de	Ddc2	en	un	estructura	alargada	con	forma	de	cometa	es	muy	similar	a	la	morfología	
que	presenta	el	huso	de	microtúbulos	durante	 la	profase	de	 la	meiosis	cuando	 los	cuerpos	polares	del	huso	
duplicados	todavía	no	se	han	separado	y	los	microtúbulos	emanan	de	ellos	en	forma	de	haces	(Hayashi	et	al.,	
1998).	Por	 tanto,	quisimos	averiguar	si	estas	 formas	elongadas	de	Ddc2	colocalizaban	con	el	huso	meiótico.	




















































del	 gen	TUB1	 (que	 codifica	 la	a-tubulina)	 fusionado	 con	 la	 proteína	 roja	 fluorescente	 (RFP),	 y	 que	 también	
expresaban	DDC2-GFP.	A	partir	de	cultivos	meióticos	de	estas	cepas	se	 tomaron	muestras	para	observar	 in	
vivo	 la	 localización	de	ambas	proteínas	mediante	microscopía	de	fluorescencia.	En	 la	Figura 25B	 se	puede	
apreciar	 que,	 cuando	 la	 señal	 de	 Ddc2-GFP	 es	 alargada,	 colocaliza	 en	 la	 práctica	 totalidad	 de	 las	 células	
con	el	 huso	profásico	 visualizado	mediante	Tub1-RFP	 tanto	en	 la	 cepa	 silvestre	 como	en	el	mutante	spo11.	
Por	 su	 parte,	 cuando	Ddc2-GFP	 se	 encuentra	 en	 un	 solo	 foco	 circular	 también	 existe	 un	 grado	 significativo	
de	 colocalización	 con	 Tub1-RFP,	 que	 es	más	 acentuado	 en	 el	mutante	 spo11	 en	 comparación	 con	 la	 cepa	
silvestre.	 Por	 tanto,	 podemos	 concluir	 que	 la	 localización	 de	 Ddc2	 en	 forma	 de	 cometa	 corresponde	 al	
huso	 de	 la	 profase	 meiótica.	Además,	 los	 focos	 únicos	 redondeados	 de	 Ddc2,	 probablemente	 procedentes	
de	 lesiones	 espontáneas,	 se	 encuentran	 frecuentemente	 en	 la	 vecindad	 del	 aparato	 de	 microtúbulos.
2.3.- Ddc2 interacciona con el huso de la profase meiótica: ensayo BiFC
Para	 comprobar	 si	 la	 colocalización	 entre	 las	 señales	 de	Ddc2	 y	 de	Tub1	 se	 corresponde	 con	 una	
interacción	 física	 entre	 ambas	 proteínas,	 llevamos	 a	 cabo	 un	 ensayo	 de	 complementación	 bimolecular	
fluorescente	 (BiFC),	 que	 permite	 detectar	 la	 asociación	 de	 dos	 proteínas	 in	 vivo	 (Sung	 and	 Huh,	 2007).	
Este	 método	 consiste	 en	 fusionar	 cada	 una	 de	 las	 proteínas	 a	 estudiar	 con	 la	 mitad	 N-terminal	 y	 la	 mitad	
C-terminal,	 respectivamente,	 de	 una	 proteína	 fluorescente	 (en	 nuestro	 caso	 la	 variante	 Venus	 de	 la	 YFP)	
(Nagai	et	al.,	2002).	Si	existe	interacción	entre	ambas	proteínas,	se	reconstituye	la	fluorescencia	por	proximidad	








2.4.- La localización de Ddc2 en el huso depende de Mec1
Ante	 lo	 inesperado	 de	 este	 resultado,	 para	 descartar	 que	 la	 presencia	 de	 Ddc2	 que	
estábamos	 detectando	 asociada	 a	 los	 microtúbulos	 del	 huso	 de	 la	 profase	 pudiera	 ser	 debida	 a	 algún	
tipo	 de	 artefacto,	 estudiamos	 su	 localización	 en	 ausencia	 de	 Mec1,	 que	 forma	 complejo	 con	 Ddc2.
Mediante	 análisis	 de	 western	 blot	 a	 partir	 de	 muestras	 de	 cultivos	 en	 meiosis	 observamos	
que,	 aunque	 a	 un	 nivel	 ligeramente	 más	 bajo	 en	 comparación	 con	 el	 silvestre,	 la	 proteína	 Ddc2-GFP	 se	
sigue	 produciendo	 en	 el	 mutante	 mec1	 (Figura 27A).	 Sin	 embargo,	 cuando	 analizamos	 las	 muestras	
mediante	 microscopía	 de	 fluorescencia	 encontramos	 que,	 en	 ausencia	 de	 Mec1,	 Ddc2-GFP	 se	 deslocaliza	
completamente	 y,	 a	 diferencia	 de	 la	 cepa	 silvestre,	 no	 aparece	 señal	 ni	 en	 los	 focos	 múltiples	 que	
representan	 intermediarios	 de	 recombinación	 meiótica	 (ver	 capítulo	 anterior;	 flechas	 blancas	 en	 Figura 















estructura	 alargada	 que,	 presumiblemente,	 corresponde	 al	 huso	 profásico (Figura 28).	 Sin	 embargo,	 nunca	
encontramos	la	situación	contraria,	es	decir,	que	la	localización	en	el	huso	preceda	a	los	focos	de	recombinación.
Figura 26. Interacción entre Ddc2 y Tubulina mediante el ensayo de BiFC.	 Las	 flechas	 señalan	 células	 que	 presentan	 la	 señal	
fluorescente	que	se	genera	específicamente	 cuando	se	expresan	simultáneamente	DDC2-VN	 y	TUB1-VC.	En	el	 recuadro	central	 se	
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CAPÍTULO 3.- Detección y señalización de los intermediarios de recombinación meiótica en el 
mutante sae2
3.1.- Localización de Ddc2 en el mutante sae2	
En	 el	 proceso	 de	 la	 recombinación	 meiótica,	 la	 proteína	 Sae2	 es	 necesaria	 para	
eliminar	 Spo11	 del	 extremo	 5’	 de	 las	 DSBs	 generadas,	 permitiendo	 así	 su	 procesamiento	 a	









En	 primer	 lugar,	 quisimos	 corroborar	 que	 los	 focos	 de	 Ddc2	 que	 observamos	 en	 el	 mutante	 sae2	
son	 focos	 meióticos,	 es	 decir,	 que	 su	 formación	 requiere	 el	 inicio	 de	 la	 recombinación	 con	 la	 formación	
de	 DSBs	 y	 no	 son	 consecuencia	 de	 otro	 tipo	 de	 lesiones	 que	 podrían	 generarse	 en	 este	 mutante	 durante	
la	 replicación.	 Para	 ello,	 se	 construyó	 una	 cepa	 spo11	 sae2	 y,	 como	 se	 observa	 en	 la	Figuras 30A y 30B	
comprobamos	 que	 tanto	 la	 acumulación	 como	 el	 patrón	 de	 focos	 múltiples	 de	 Ddc2-GFP	 característico	
del	mutante	sae2,	 desaparecía	 si	 no	 se	 iniciaba	 la	 recombinación	meiótica,	 puesto	que	en	el	 doble	mutante	
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3.3. Ddc2 colocaliza con RPA en los mutantes sae2 y rad50S.
La	 inesperada	 formación	 de	 focos	 meióticos	 de	 Ddc2	 en	 los	 mutantes	 sae2	 y	 rad50S	 nos	 llevó	
a	 plantearnos	 dos	 alternativas:	 o	 bien	 el	 complejo	Mec1/Ddc2	 también	 es	 capaz	 de	 detectar	 DSBs	 sin	 que	



















Por	 tanto,	 la	 colocalización	 observada	 de	 las	 proteínas	 Ddc2	 y	 RPA	 en	 diferentes	
mutantes	 que	 acumulan	 DSBs	 sin	 procesar,	 nos	 está	 indicando	 que	 de	 alguna	 forma	 se	 está	
produciendo	 ssDNA,	 el	 cual,	 es	 necesario	 para	 que	 ambas	 proteínas	 se	 puedan	 unir	 al	 DNA.


























con	este	 fenotipo,	encontramos	numerosos	 focos	de	BrdU	en	dmc1.	En	 la	cepa	silvestre	sólo	se	detecta	un	
número	 relativamente	 bajo	 de	 núcleos	 con	 señal	 BrdU,	 de	 acuerdo	 con	 el	 hecho	 de	 que	 los	 intermediarios	




Por	 tanto,	 estos	 estudios	 demuestran	 la	 existencia	 de	 regiones	 de	 ssDNA	 durante	
la	 meiosis	 en	 sae2,	 lo	 que	 explica	 la	 presencia	 de	 focos	 de	 Ddc2	 que	 colocalizan	 con	 RPA.	
No	 obstante,	 la	 generación	 de	 ssDNA	 en	 sae2	 es	 más	 limitada	 que	 en	 el	 mutante	 dmc1.	
3.5.- El ssDNA generado en el mutante sae2 activa el checkpoint de recombinación meiótica
Como	 ya	 se	 ha	 mostrado	 anteriormente	 (Figura 11B),	 en	 el	 mutante	 sae2	 hay	 una	 fracción	 de	
células	 que,	 aunque	 con	 retraso,	 consiguen	 completar	 la	 meiosis.	 En	 estas	 células,	 el	 material	 genético	
aparece	 muy	 disgregado,	 probablemente	 debido	 a	 que	 eventualmente	 los	 cromosomas	 segregan	 aun	
habiendo	 DSBs	 sin	 reparar.	 Por	 ello,	 nos	 planteamos	 la	 posibilidad	 de	 que	 los	 focos	 de	 Ddc2	 y	 el	 ssDNA	
detectados	en	sae2	pudieran	reflejar	 la	 formación	de	roturas	en	el	genoma	producidas	de	modo	mecánico	al	
intentar	 segregar	 de	modo	 aberrante	 los	 cromosomas	 durante	 las	 divisiones	meióticas.	 Para	 investigar	 esta	
posibilidad,	construimos	una	cepa	ndt80	sae2	que	se	mantiene	bloqueada	en	 la	profase	 independientemente	
del	 checkpoint	 porque,	 como	 ya	 se	 ha	 mencionado	 anteriormente,	 Ndt80	 es	 un	 factor	 de	 transcripción	
necesario	para	la	entrada	en	meiosis	I.	Como	se	muestra	en	las	Figuras 33A y 33B,	el	doble	mutante	ndt80	
sae2	presenta	el	mismo	patrón	de	acumulación	de	 focos	múltiples	de	Ddc2	que	el	mutante	sae2,	por	 lo	que	
estos	 focos	 no	 se	 generan	 debido	 a	 roturas	 en	 el	 DNA	 producidas	 durante	 las	 segregaciones	 meióticas.
Como	 prueba	 adicional	 para	 demostrar	 que,	 al	 igual	 que	 ocurre	 en	 otros	mutantes	meióticos	 como	
dmc1,	 Ddc2	 también	 está	 señalizando	 la	 presencia	 de	 auténticos	 intermediarios	 de	 recombinación	meiótica	
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que	 son	 las	 kinasas	 efectoras	 del	 checkpoint	 de	 daño	 en	 DNA	 (Pellicioli	 et	 al.,	 1999)	 y	 del	 checkpoint	 de	
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recombinación	meiótica	 (Bailis	and	Roeder,	2000),	 respectivamente.	Este	análisis	se	 llevó	a	cabo	 tanto	en	 la	
cepa	 silvestre	 como	 en	 diferentes	mutantes	meióticos,	 y	 todos	 ellos	 en	 fondo	mutante	ndt80	 para	 bloquear	
todas	las	células	en	profase	y	que	no	hubiera	diferencias	debidas	a	la	diferente	cinética	de	progresión	meiótica	
de	 las	cepas	analizadas.	Como	control	positivo	para	 la	activación	de	Rad53	 (que	se	pone	de	manifiesto	por	
su	hiperfosforilación)	se	añadió	MMS	al	medio	de	esporulación	en	una	cepa	ndt80	a	las	0h	de	meiosis.	Por	su	
parte,	como	control	positivo	para	la	activación	de	Mek1	empleamos	el	mutante	dmc1	(ver	Figuras 21C y 23).	
Como	se	aprecia	en	 la	Figura 33C,	 sólo	existía	activación	de	Rad53	en	 la	 cepa	 tratada	con	MMS,	
pero	 no	 se	 producía	 dicha	 activación	 ni	 en	 la	 cepa	 sin	 tratar	 con	 MMS,	 ni	 en	 los	 mutantes	 dmc1	 o	 sae2.	
Esto	 significa,	 que	 durante	 la	 profase	meiótica,	 no	 se	 están	 produciendo	 roturas	 en	 el	 DNA	 que	 activen	 el	
checkpoint	 de	 daño	 en	 DNA	 mediado	 por	 Rad53.	 Por	 el	 contrario,	 cuando	 analizamos	 Mek1,	 observamos	
como	 tanto	 en	 el	mutante	dmc1	 como	 en	 sae2,	 hay	 una	 activación	 de	 la	 kinasa	Mek1,	 que	 se	 ve	 reflejada	
en	 las	diferentes	bandas	de	 fosforilación	de	esta	proteína.	La	cuantificación	del	nivel	de	activación	de	Mek1	
en	 los	 diferentes	mutantes	 se	muestra	 en	 la	Figura 33D.	De	 forma	 consistente	 con	 los	mayores	 niveles	 de	
ssDNA	 en	dmc1	 en	 comparación	 con	 sae2	 (Figura 32),	 la	 activación	 de	Mek1	 también	 es	más	 prominente	
(Figura 33D).	 Cabe	 destacar	 que	 la	 activación	 de	 Mek1	 en	 sae2	 se	 suprime	 totalmente	 en	 el	 doble	
mutante	 spo11	 sae2	 donde	 no	 hay	 DSBs	 meióticas.	 En	 conjunto,	 todos	 estos	 resultados	 indican	 que	 en	
el	mutante	sae2	 se	está	produciendo	una	activación	del	checkpoint	 de	 recombinación	meiótica	mediado	por	
la	 kinasa	 efectora	 Mek1	 debido	 a	 la	 producción	 de	 DSBs	meióticas	 que,	 de	 algún	 modo,	 generan	 ssDNA.
3.6.- Spo11 y Ddc2 no colocalizan en el mutante sae2
En	principio,	a	pesar	de	que	en	ausencia	de	Sae2	(o	en	el	mutante	rad50S),	Spo11	debe	permanecer	












expresan	 desde	 su	 propio	 locus	 genómico	 una	 versión	 funcional	 de	 la	 proteína	Spo11	marcada	 con	GFP	 y,	
además	 la	 proteína	 Ddc2-HA	 descrita	 anteriormente.	 Mediante	 análisis	 de	western	 blot,	 se	 observó	 que	 la	
producción	de	Spo11	se	 inducía	en	 la	 fase	 temprana	de	 la	profase	meiótica	 tanto	en	 la	cepa	silvestre	como	
en	 el	 mutante	 sae2.	 Sin	 embargo,	 mientras	 que	 en	 la	 cepa	 silvestre	 los	 niveles	 de	 Spo11	 caían	 a	medida	
que	va	progresando	 la	meiosis,	en	el	mutante	sae2,	 se	mantenían	hasta	 tiempos	más	 tardíos	 (Figura 34B).	
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La	 localización	 de	 ambas	 proteínas	 se	 estudió	 mediante	 inmunofluorescencia	 en	 extensiones	 de	
cromosomas	del	mutante	sae2	a	las	24	h	en	meiosis.	Se	detectaron	focos	discretos	de	Spo11	y	de	Ddc2,	pero	
que	no	colocalizaban,	 sino	que	más	bien	eran	excluyentes	 (Figura 34C).	Por	 tanto,	 este	 resultado	apoya	 la	
primera	hipótesis	planteada,	es	decir,	que	 incluso	en	ausencia	de	Sae2,	 la	proteína	Spo11	se	elimina	de	 los	
extremos	de	algunas	DSBs	permitiendo	así	el	procesamiento	a	ssDNA,	y	su	 reconocimiento	por	Mec1/Ddc2.	
3.7.- En el mutante sae2 existe una leve acumulación de Ddc2 en algunas DSBs
Mediante	ChIP	habíamos	analizado	la	unión	de	Ddc2-HA	a	dos	hotspots	de	DSBs	meióticas	(BUD23	





el	que	se	detecta	en	el	mutante	dmc1.	Por	 tanto,	este	 resultado	está	de	acuerdo	con	 la	hipótesis	planteada	
anteriormente	en	 la	que	argumentábamos	que	 los	 focos	de	Ddc2	generados	en	el	mutante	sae2	podrían	ser	
consecuencia	de	que	Spo11	es	 liberado	sólo	de	algunas	DSBs	permitiendo	así	 su	procesamiento	a	 ssDNA.




































































3.8.- Requerimientos genéticos para la localización de Ddc2 en sae2 
	 La	 proteína	 Exo1	 es	 una	 exonucleasa	 5´-3´	 y	 la	 proteína	 Sgs1	 es	 una	 helicasa	 de	 DNA	
implicada	 en	 el	 mantenimiento	 de	 la	 integridad	 del	 genoma	 que,	 durante	 la	 meiosis,	 regula	 la	 sinapsis	
de	 los	 cromosomas	 y	 la	 formación	 de	 los	 entrecruzamientos	 meióticos	 (Rockmill	 et	 al.,	 2003).	
Resultados	 recientes	 acerca	 de	 la	 resección	 de	 una	 DSB	 generada	 por	 la	 endonucleasa	 HO	
en	 células	 vegetativas	 han	 revelado	 una	 función	 clave	 para	 Exo1	 y	 Sgs1	 en	 este	 proceso	 (Mimitou	 and	
Symington,	 2008;	 Zhu	 et	 al.,	 2008).	 Estos	 trabajos	 demuestran	 que	 el	 complejo	 MRX	 y	 la	 proteína	 Sae2	
son	 importantes	 al	 inicio	 de	 la	 resección	 de	 la	 DSB	 para	 generar	 fragmentos	 cortos	 de	 ssDNA,	 que	
después	son	procesados	en	mucha	mayor	 longitud	por	Exo1	y	Sgs1	en	colaboración	con	 la	nucleasa	Dna2.	











de	 la	 meiosis	 con	 respecto	 a	 la	 cepa	 silvestre	 y	 al	 mutante	 exo1	 (Figura 37A)	 que,	 además,	 correlaciona	

























de	Sgs1	 y	Exo1	 y	 con	 la	 función	 de	Sae2	disminuida.	Sin	 embargo,	 un	 análisis	más	 detallado	 nos	 permitió	
detectar	que	en	pCLB2-SAE2	sgs1	y,	sobre	todo,	en	pCLB2-SAE2	sgs1	exo1,	existía	un	porcentaje	más	elevado	de	
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respuesta	a	 la	presencia	de	diferentes	 tipos	de	 intermediarios	de	 recombinación,	hemos	 llevado	a	cabo	una	
caracterización	de	la	función	meiótica	de	la	proteína	de	checkpoint	Ddc2	en	S.	cerevisiae.
Función de Ddc2 en el checkpoint meiótico




























Regulación de Ddc2 durante la meiosis
Hemos	observado	que	durante	 una	meiosis	 normal,	 la	 proteína	Ddc2	alcanza	 sus	máximos	niveles	







aún	no	está	clara	 (Zou,	2007).	Sorprendentemente,	hemos	encontrado	que	 la	mutación	de	Ddc2	en	 los	 tres	
















durante	 la	meiosis	(Figura 41).	La	 localización	de	Ddc2	en	 los	cromosomas	meióticos	se	correlaciona	con	 la	
dinámica	de	 la	 reparación	de	 las	DSBs	durante	 la	profase	meiótica;	hay	muchos	 focos	de	Ddc2	en	zigotene	
pero	disminuyen	en	paquitene	en	las	células	silvestres.	Por	el	contrario,	el	número	de	focos	de	Ddc2	continúa	









que	 cada	 foco	 representa	múltiples	DSBs	 (Lisby	 et	 al.,	 2003b)	 y	 aunque	 se	 induzcan	 por	 daño	 en	 el	 DNA,	
los	focos	de	reparación	también	aparecen	ocasionalmente	en	células	no	sometidas	a	estrés	genotóxico,	como	
































La	 formación	 de	 los	 focos	 de	 Ddc2	 depende	 de	 Spo11,	 es	 decir,	 depende	 de	 la	 iniciación	 de	 la	
recombinación	meiótica	y,	además,	 los	focos	de	Ddc2	colocalizan	parcialmente	con	Rad51,	 lo	que	indica	que	























de	 los	 autosomas	 que	 no	 han	 establecido	 sinapsis,	 probablemente	monitorizando	 los	 eventos	 de	 la	 profase	
meiótica	para	activar	el	checkpoint	e	 impedir	 la	progresión	de	 la	meiosis	mientras	no	se	complete	 la	sinapsis	
y	 recombinación	 (Perera	et	al.,	2004a).	Por	 tanto,	 la	 localización	de	ATRIP	durante	 la	meiosis	en	mamíferos	
está	de	acuerdo	con	la	función	que	hemos	descrito	en	nuestros	estudios	de	Ddc2	en	levadura	como	sensor	de	




Posible papel de Ddc2 en la dinámica del huso meiótico








































Intermediarios de recombinación detectados por Ddc2 en el mutante sae2
Como	ya	se	mencionó	anteriormente,	cuando	analizamos	la	localización	de	Ddc2	en	diversos	mutantes	












































	 Puesto	 que	 el	 requerimiento	 de	 Sae2	 para	 que	 se	 produzca	 el	 corte	 endonucleolítico	 que	 elimina	
Spo11	se	ha	estudiado	detalladamente	exclusivamente	en	cepas	del	 fondo	genético	SK1	y	en	determinados	



















































1.- CONSTRUCCIÓN DE CEPAS DE Saccharomyces cerevisiae.






llevó	a	 cabo	bien	por	 transformación	directa	 con	 fragmentos	de	plásmidos	o	 con	cassettes	 amplificados	por	









	 1.1.- Deleción de genes.
	 Las	 deleciones	 sml1::kanMX6,	 dmc1::kanMX6,	 sae2::kanMX6,	 sgs1::kanMX6,	 exo1::hphMX4,	













utilizado	para	la	construcción	de	las	cepas	en	este	trabajo	se	muestran	en	las	Tablas 5 y 6,	respectivamente.	
	 Cepas	 haploides	 portadoras	 de	 la	 deleción	 de	 los	 siguientes	 genes	 se	 construyeron	 en	 trabajos	






Tabla 3. Cepas haploides de Sacccharomyces cerevisiae. 
 Cepas        Genotipo 
BR1919a MATa leu2-3,112  his4-260  ura3-1 ade2-1 thr1-4 trp1-289 
BR1919  MAT  leu2-3,112  his4-260  ura3-1 ade2-1 thr1-4 trp1-289 
S1561-D2 BR1919a lys2 NheI hop2::LEU2 
YP307 BR1919  lys2 NheI zip1::LYS2 
YP642 BR1919a lys2 NheI 
YP712 BR1919a lys2 NheI zip1::LYS2 
YP836 BR1919  lys2 NheI zip1::LYS2  sml1::kanMX6 
YP838 BR1919a lys2 NheI DDC2-GFP::TRP1 
YP839 BR1919  lys2 NheI DDC2-GFP::TRP1 
YP843 BR1919  lys2 NheI DDC2-GFP::TRP1 dmc1::kanMX6 
YP844 BR1919  lys2 NheI zip1::LYS2  DDC2-GFP::TRP1  
YP845 BR1919a lys2 NheI zip1::LYS2  DDC2-GFP::TRP1  
YP846 BR1919a lys2 NheI zip1::LYS2  sml1::kanMX6 
YP848 BR1919a lys2 NheI zip1::LYS2  sml1::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP850 BR1919  lys2 NheI zip1::LYS2  sml1::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP851 BR1919  lys2 NheI sml1::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP852 BR1919a lys2 NheI sml1::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP853 BR1919a lys2 NheI sml1::kanMX6  
YP854 BR1919 lys2 NheI sml1::kanMX6  
YP855 BR1919a lys2 NheI DDC2-GFP::TRP1 dmc1::kanMX6 
YP860 BR1919  lys2 NheI dmc1::kanMX6 
YP861 BR1919a lys2 NheI dmc1::kanMX6 
YP862 BR1919a lys2 NheI DDC2-GFP::TRP1 ndt80::LEU2 
YP863 BR1919  lys2 NheI DDC2-GFP::TRP1 ndt80::LEU2 
YP870  BR1919a lys2 NheI spo11::ADE2 
YP871 BR1919  lys2 NheI spo11::ADE2 DDC2-GFP::TRP1 
YP872 BR1919  lys2 NheI spo11::ADE2 dmc1::kanMX6 
YP875 BR1919a lys2 NheI dmc1::kanMX6 sml1::kanMX6  
YP876 BR1919 lys2 NheI dmc1::kanMX6 sml1::kanMX6  
YP877 BR1919a lys2 NheI dmc1::kanMX6 sml1::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP878 BR1919  lys2 NheI dmc1::kanMX6 sml1::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP884 BR1919a lys2 NheI spo11::ADE2 DDC2-GFP::TRP1 
YP885 BR1919a lys2 NheI spo11::ADE2 dmc1::kanMX6 
YP890 BR1919a lys2 NheI spo11::ADE2 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP891 BR1919  lys2 NheI spo11::ADE2 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP896 BR1919a lys2 NheI hop2::LEU2  
YP897 BR1919a lys2 NheI hop2::LEU2 sml1::kanMX6  
YP898 BR1919 lys2 NheI hop2::LEU2 sml1::kanMX6  




Tabla 3. Cepas haploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuación). 
 Cepas        Genotipo 
YP900 BR1919 lys2 NheI hop2::LEU2 sml1::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP901 BR1919a rad54::LEU2 sml1::kanMX6  
YP902 BR1919 rad54::LEU2 sml1::kanMX6   
YP905 BR1919a lys2 NheI rad54::LEU2 sml1::kanMX6 dmc1::hphMX4  
YP906 BR1919  rad54::LEU2 sml1::kanMX6 dmc1::hphMX4 
YP915 BR1919a lys2 NheI hop2::LEU2 DDC2-GFP::TRP1  
YP916 BR1919  lys2 NheI hop2::LEU2 DDC2-GFP::TRP1  
YP917 BR1919a lys2 NheI rad54::LEU2 dmc1::hphMX4 sml1::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP918 BR1919  lys2 NheI rad54::LEU2 dmc1::hphMX4 sml1::kanMX6 ddc2::TRP1  
YP939 BR1919a lys2 NheI sml1::kanMX6 mec1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 
YP940 BR1919 lys2 NheI sml1::kanMX6 mec1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 
YP949 BR1919a lys2 NheI sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP950 BR1919 lys2 NheI sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP951 BR1919a lys2 NheI sml1::kanMX6 sae2::kanMX6 
YP952 BR1919 lys2 NheI sml1::kanMX6 sae2::kanMX6 
YP953 BR1919a lys2 NheI sml1::kanMX6 mec1::URA3 sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1  
YP954 BR1919  lys2 NheI sml1::kanMX6 mec1::URA3 sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP956 BR1919a lys2 NheI DDC2-3HA::KanMX6  
YP957 BR1919 lys2 NheI DDC2-3HA::KanMX6 
YP961 BR1919a lys2 NheI sml1::kanMX6 sae2::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP962 BR1919  lys2 NheI sml1::kanMX6 sae2::kanMX6 ddc2::TRP1 
YP964 BR1919a lys2 NheI dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP965 BR1919  lys2 NheI dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP968 BR1919a lys2 NheI hop2::LEU2 DDC2-3HA::KanMX6  
YP969 BR1919 lys2 NheI hop2::LEU2 DDC2-3HA::KanMX6  
YP970 BR1919a lys2 NheI sae2::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP971 BR1919  lys2 NheI sae2::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6  
YP1004 BR1919a lys2 NheI TUB1-RFP::KanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP1006 BR1919a lys2 NheI spo11::ADE2 TUB1-RFP::KanMX6 DDC2-GFP::TRP1  
YP1115 BR1919a lys2 NheI exo1::hphMX4 DCC2-GFP::TRP1  
YP1116 BR1919  lys2 NheI exo1::hphMX4 DCC2-GFP::TRP1 
YP1117 BR1919a sae2::kanMX6 exo1::hphMX4 DCC2-GFP::TRP1  
YP1118 BR1919 lys2 NheI sae2::kanMX6 exo1::hphMX4 DCC2-GFP::TRP1 
YP1141 BR1919a lys2 NheI spo11::ADE2 sae2::kanMX6 DCC2-GFP::TRP1  
YP1142 BR1919  lys2 NheI spo11::ADE2 sae2::kanMX6 DCC2-GFP::TRP1 
YP1218 BR1919a lys2 NheI sae2::kanMX6 ndt80::LEU2 DDC2-GFP::TRP1 
YP1219 BR1919 lys2 NheI sae2::kanMX6 ndt80::LEU2 DDC2-GFP::TRP1 
YP1277 BR1919  lys2 NheI p306-BrdU::URA3 spo11::ADE2 





Tabla 3. Cepas haploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuación). 
 Cepas        Genotipo 
YP1295 BR1919a lys2NheI TUB1-VC::KanMX6 
YP1316 BR1919 lys2NheI DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3 
YP1317 BR1919 lys2NheI sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3  
YP1318 BR1919a lys2NheI dmc1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3 
YP1319 BR1919 lys2NheI dmc1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1 
YP1323 BR1919alys2NheI sgs1::KanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP1324 BR1919lys2NheI sgs1::KanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP1325 BR1919a sgs1::KanMX6 exo1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1 
YP1326 BR1919 sgs1::KanMX6 exo1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1  
YP1494 BR1919alys2NheI ndt80::LEU2 zip1::LEU2 sml1::KanMX6 mec1::URA3 
YP1495 BR1919 lys2NheI ndt80::LEU2 zip1::LEU2 sml1::KanMX6 mec1::URA3 
YP1515 BR1919a lys2NheI ndt80::LEU2 DDC2-3HA::KanMX6 
YP1516 BR1919lys2NheI ndt80::LEU2 DDC2-3HA::KanMX6 
YP1519 BR1919a lys2NheI ndt80::LEU2 dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP1520 BR1919 lys2NheI ndt80::LEU2 dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP1521 BR1919a lys2NheI ndt80::LEU2 sae2::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP1522 BR1919lys2NheI ndt80::LEU2 sae2::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP1523 BR1919a lys2NheI ndt80::LEU2 spo11::ADE2 dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP1524 BR1919 lys2NheI ndt80::LEU2 spo11::ADE2 dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP1537 BR1919 lys2DNheI SPO11-GFP::KanMX6 DDC2-3HA::KanMX6  
YP1538 BR1919a lys2DNheI SPO11-GFP::KanMX6 DDC2-3HA::KanMX6  
YP1539 BR1919a lys2DNheI sae2::natMX4 SPO11-GFP::KanMX6 DDC2-3HA::KanMX6  
YP1540 BR1919a lys2DNheI sae2::natMX4 SPO11-GFP::KanMX6 DDC2-3HA::KanMX6 
YP1594 BR1919a lys2DNheI mad2::hphMX4 sml1::KanMX6 ddc2::TRP1 
YP1616 BR1919a lys2DNheI KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1  
YP1617 BR1919 lys2DNheI KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1  
YP1618 BR1919a lys2DNheI KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1 sgs1::KanMX4  
YP1619 BR1919 lys2DNheI KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1 sgs1::KanMX4  
YP1620 BR1919a lys2DNheI KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1  
 sgs1::KanMX4 exo1::hphMX4 
YP1621 BR1919 lys2DNheI KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1  
 sgs1::KanMX4 exo1::hphMX4 
YP1630 BR1919a lys2DNheI sml1::KanMX6 mec1::URA3 
YP1631 BR1919 lys2DNheI sml1::KanMX6 mec1::URA3 
YP1632 BR1919a lys2DNheI ndt80::LEU2 zip1::LYS2 sml1::KanMX6  
YP1633 BR1919 lys2DNheI ndt80::LEU2 zip1::LYS2 sml1::KanMX6 
YP1634 BR1919a lys2DNheI ndt80::LEU2 zip1::LYS2 ddc2::TRP1 sml1::KanMX6  
YP1635 BR1919 lys2DNheI ndt80::LEU2 zip1::LYS2 ddc2::TRP1 sml1::KanMX6 
YP1732 BR1919 lys2DNheI sml1::kanMX6 TUB1-GFP::TRP1 
YP1734 BR1919 lys2DNheI sml1::kanMX6 dmc1::kanMX6 TUB1-GFP::TRP1 









correspondientes	 a	 las	 regiones	 5´	 y	 3´	 tanto	 del	 gen	 delecionado	 como	 del	 gen	 marcador	 introducido	 y	
comprobando	en	ambos	extremos	que	aparecía	la	banda	correspondiente	a	la	deleción	generada	y	desaparecía	
la	correspondiente	al	alelo	silvestre.







Tabla 3. Cepas haploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuación). 
 Cepas        Genotipo 
YP1738 BR1919  lys2DNheI sml1::kanMX6 dmc1::kanMX6 ddc2::hphMX4 TUB1-GFP::TRP1 
YP1740 BR1919  lys2DNheI sml1::kanMX6 hop2::LEU2 ddc2::hphMX4 TUB1-GFP::TRP1 
YP1741 BR1919a lys2DNheI sml1::kanMX6dmc1::kanMX6 ddc2::hphMX4  
YP1743 BR1919a lys2DNheI sml1::kanMX6 hop2::LEU2 ddc2::hphMX4  
W303-1A MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 can1-100 rad5-G535R 
W303-1B MAT  leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 can1-100 rad5-G535R 
YJT130 W303-1B sml1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 
YP749 W303-1A sml1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 
YP750 W303-1A sml1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 dmc1::KanMX6 
YP751 W303-1B sml1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 dmc1::KanMX6 
YP1008 W303-1A rfa-t11 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP1009 W303-1B rfa-t11 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
YP1010 W303-1A rfa-t11 DDC2-GFP::TRP1 
YP1011 W303-1B rfa-t11 DDC2-GFP::TRP1 
YP1056 W303-1A ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP 
YP1057 W303-1B ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP 
YP1058 W303-1A sae2::kanMX6 ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP  
YP1059 W303-1B sae2::kanMX6 ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP 
YP1099 W303-1A rad50- S::URA ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP  
YP1100 W303-1B rad50-S::URA ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP  
YP1111 W303-1A sae2::kanMX6 rad50-S::URA3 ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP  







Tabla 4. Cepas diploides de Sacccharomyces cerevisiae.(*)
Cepas             Padres                            Genotipo más relevante
BR1919-2N BR1919a	x	BR1919α					 MATa/ MATα leu2::3,112		his4::260		ura3::1	
ade2::1	thr1::4	trp1::289
DP421 YP642	x	BS200 BR1919-2N	lys2∆NheI
DP422 YP712	x	YP307 DP421 zip1::LYS2
DP448 YP838	x	YP839 DP421 DDC2-GFP::TRP1
DP449 YP844	x	YP845 DP421	zip1::LYS2	DDC2-GFP::TRP1
DP450 YP843	x	YP855 DP421 dmc1::kanMX6	DDC2-GFP::TRP1
DP451 YP848	x	YP850 DP421	zip1::LYS2	ddc2::TRP1 sml1::kanMX6
DP452 YP836	x	YP846 DP421	zip1::LYS2	sml1::kanMX6
DP454 YP851	x	YP852 DP421	ddc2::TRP1 sml1::kanMX6
DP455 YP853	x	YP854 DP421 sml1::kanMX6
DP456 YP860	x	YP861 DP421 dmc1::kanMX6
DP457 YP862	x	YP863 DP421	ndt80::LEU2	DDC2-GFP::TRP1
DP465 YP871	x	YP884 DP421 spo11::ADE2	DDC2-GFP::TRP1
DP466 YP872	x	YP885 DP421 spo11::ADE2	dmc1::kanMX6
DP467 YP875	x	YP876 DP421 dmc1::kanMX6 sml1::kanMX6
DP468 YP877	x	YP878 DP421	dmc1::kanMX6	ddc2::TRP1 sml1::kanMX6
DP469 YP890	x	YP891 DP421 spo11::ADE2	dmc1::kanMX6	DDC2-GFP::TRP1
DP470 S1561-D2	x	YP896 DP421 hop2::LEU2
DP471 YP897	x	YP898 DP421	hop2::LEU2 sml1::kanMX6
DP472 YP899	x	YP900 DP421	hop2::LEU2	ddc2::TRP1 sml1::kanMX6
DP473 YP901	x	YP902 BR1919-2N rad54::LEU2
DP475 YP905	x YP906 BR1919-2N lys2∆NheI /	LYS2 rad54::LEU2
dmc1::hphMX4	sml1::kanMX6
DP480 YP915	x	YP916 DP421	hop2::LEU2 DDC2-GFP::TRP1
DP481 YP917	x	YP918 DP421 rad54::LEU2 dmc1::hphMX4 ddc2::TRP1 sml1::kanMX6
DP482 YP939	x	YP940 DP421 mec1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 sml1::kanMX6
DP484 YP949	x	YP950 DP421 sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1
DP485 YP951	x	YP952 DP421	sae2::kanMX6 sml1::kanMX6
DP486 YP953	x	YP954 DP421 mec1::URA3 sae2::KanMX6	
DDC2-GFP::TRP1	sml1::kanMX6
DP487 YP956	x	YP957 DP421 DDC2-3HA::kanMX6
DP488 YP964	x	YP965 DP421 dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::kanMX6
DP489 YP961	x	YP962 DP421	sae2::kanMX6 ddc2::TRP1 sml1::kanMX6
DP491 YP968	x	YP969 DP421	hop2::LEU2 DDC2-3HA::kanMX6
DP492 YP970	x	YP971 DP421 sae2::kanMX6 DDC2-3HA::kanMX6
82
Materiales	y	Métodos
Tabla 4. Cepas diploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuación).
Cepas       Padres Genotipo más relevante
DP502 YP1004	x	YP839 DP421	DDC2-GFP::TRP1	TUB1/
DDC2-GFP::TRP1	TUB1-RFP::kanMX6
DP504 YP1006	x	YP871 DP421	TUB1 /
spo11::ADE2	DDC2-GFP::TRP1	TUB1-RFP::kanMX6
DP544 YP1115	x	YP1116 DP421 exo1::hphMX4	DCC2-GFP::TRP1
DP545 YP1117	x	YP1118 DP421 sae2::kanMX6	exo1::hphMX4	DCC2-GFP::TRP1
DP550 YP1141	x	YP1142 DP421 spo11::ADE2	sae2::kanMX6	DCC2-GFP::TRP1
DP566 YP1630	x	YP1631 DP421	sml1::kanMX6	mec1::URA3
DP567 YP1632	x	YP1633 DP421	ndt80::LEU2	zip1::LYS2	sml1::kanMX6
DP568 YP1634	x	YP1635 DP421 ndt80::LEU2	zip1::LYS2	sml1::kanMX6	ddc2::TRP1
DP569 YP1218	x	YP1219 DP421 sae2::kanMX6 ndt80::LEU2 DDC2-GFP::TRP1
DP592 YP870	x	YP1277 DP421 spo11::ADE2/p306-BrdU::URA3 spo11::ADE2
DP594 YP642	x	YP1284 DP421	DDC2/DDC2-VN::TRP1
DP599 YP1284	x	YP1295 DP421 DDC2-VN::TRP1/TUB1-VC::kanMX6
DP601 YP1295	x	BS200 DP421	TUB1-VC::kanMX6/TUB1
DP606 YP838	x	YP1316 DP421 DDC2-GFP::TRP1/DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3
DP607 YP949	x	YP1317 DP421 sae2::KanMX6 DDC2-GFP::TRP1/
sae2::kanMX6	DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3
DP608 YP1318	x	YP1319 DP421 dmc1::hphMX4	DDC2-GFP::TRP1/
dmc1::hphMX4	DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3
DP609 YP1323	x	YP1324 DP421 sgs1::kanMX6	DDC2-GFP::TRP1
DP610 YP1325	x	YP1326 DP421 sgs1::kanMX6	exo1::hphMX4	DDC2-GFP::TRP1
DP680 YP1494	x	YP1495 DP421 ndt80::LEU2	zip1::LYS2	sml1::kanMX6	mec1::URA3
DP691 YP1515	x	YP1516 DP421 ndt80::LEU2	DDC2-3HA::kanMX6
DP693 YP1519	x	YP1520 DP421 ndt80::LEU2	dmc1::kanMX6	DDC2-3HA::kanMX6
DP694 YP1521	x	YP1522 DP421 ndt80::LEU2	sae2::KanMX6	DDC2-3HA::kanMX6
DP695 YP1523	x	YP1524 DP421 ndt80::LEU2	spo11::ADE2	
dmc1::kanMX6	DDC2-3HA::kanMX6
DP697 YP1537	x	YP1538 DP421 SPO11-GFP::kanMX6	DDC2-3HA::kanMX6
DP698 YP1539	x	YP1540 DP421 sae2::natMX4	SPO11-GFP::kanMX6	DDC2-3HA::kanMX6	
DP734 YP1616	x	YP1617 DP421 KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA	DDC2-GFP::TRP1
DP735 YP1618	x	YP1619 DP421 KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA	
DDC2-GFP::TRP1	sgs1::kanMX6
DP736 YP1620	x	YP1621 DP421 KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA	DDC2-GFP::TRP1	
sgs1::kanMX6	exo1::hphMX4
DP778 YP1732	x	YP853 DP421	TUB1-GFP::TRP1 sml1::kanMX6






















Tabla 4. Cepas diploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuación). 
 
Cepas       Padres     Genotipo más relevante 
 
DP780 YP1736 x YP897 DP421 hop2::LEU2 TUB1-GFP::TRP1 sml1::kanMX6 
DP781 YP1738 x YP1741 DP421 dmc1::kanMX6 ddc2::hphMX4  
  TUB1-GFP::TRP1 sml1::kanMX6 
DP782 YP1740 x YP1743 DP421 hop2::LEU2 ddc2::hphMX4  
  TUB1-GFP::TRP1 sml1::kanMX6 
W303-2N    W303-1A x W303-1B MATa/ MAT  leu2::3,112 trp1::1 can1::100 ura3::1  
  ade2::1 his3::11,15 can1::100 rad5::G535R 
DP433 YJT130 x YP749 W303-2N sml1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 
DP434 YP750 x YP751 W303-2N sml1::URA3 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
DP505 YP1008 x YP1009 W303-2N rfa-t11 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 
DP506 YP1010 x YP1011 W303-2N rfa-t11 DDC2-GFP::TRP1 
DP524 YP1056 x YP1057 W303-2N ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP 
DP525 YP1058 x YP1059 W303-2N ADE2 sae2::kanMX6 RPA-CFP DDC2-YFP 
DP536 YP1099 x YP1100 W303-2N ADE2 rad50-S::URA RPA-CFP DDC2-YFP 
DP542 YP1111 x YP1112 W303-2N ADE2 sae2::kanMX6 rad50-S::URA3 RPA-CFP DDC2-YFP 
 
  









Deleción y marcaje de DDC2 con 
epítopos -GFP,  -3HA y -VN
Marcaje de DDC2 con epítopos























































Expresión de SAE2 bajo el promotor CLB2











































TUB1- K2 Marcaje de TUB1 con epítopo -RFP
















Marcaje de TUB1 con epítopo -RFP y -VC
Deleción de EXO1
Deleción de MAD2
Marcaje de SPO11 con epítopo -GFP







	 Para	 la	 construcción	 de	 cepas	 capaces	 de	 incorporar	BrdU	 se	 linearizó	 el	 plásmido	 p306-BrdU-Inc	
portador	de	la	timidina	kinasa	del	virus	Herpes	Simplex	(HSV–TK)	y	el	transportador	de	nucleósidos	equilibrante	
de	humanos	 (hENT1)	con	 la	enzima	de	 restricción	StuI	para	dirgir	su	 integración	al	 locus	ura3	 (Viggiani	and	






















2.- MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.
2.1.- Medios de cultivo para Saccharomyces cerevisiae.
Medios	Líquidos:
-	 YPDA:	Extracto	de	levadura	1%,	Peptona	2%,	Adenina	0,01%,	Glucosa	2%.










-	 SC-aa:	YNB	sin	 aminoácidos	 (-aa)	 0,7%,	Glucosa	2%	y	Agar	 2%.	 	El	YNB	se	 suplementó	 con	una	
Mezcla	de	aminóacidos	(drop-out)	que	carece	del	aminoácido	o	aminoácidos	necesarios,	dependiendo	
de	las	auxotrofías	de	las	cepas,	pero	al	doble	de	la	concentración	recomendada	por	el	fabricante.




	 Cuando	 fue	 necesario	 seleccionar	 clones	 de	 levadura	 resistentes	 a	 antibióticos,	 se	 suplementaron	
las	 placas	 de	YPDA	 con	 200	 μg/ml	 de	 sulfato	 de	 geneticina	 (G418;	 Formedium),	 300	 μg/ml	 de	 higromicina	
(Formedium)	ó	100	μg/ml	de	nourseotricina		(clonNAT;	Werner	BioAgents).	

















2.3.- Ensayos de sensibilidad a MMS, luz UV y benomilo.










la	 preparación	 de	 las	 placas	 que	 contienen	 benomilo	 es	 necesario	 que	 el	medio	YPDA	 fundido	 esté	 a	 una	
temperatura	de	80-90	ºC	en	el	momento	de	añadir	el	benomilo	para	que	no	precipite.
Materiales	y	Métodos
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Tabla 6.- Plásmidos utilizados en este trabajo.
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3.- TÉCNICAS DE TRANSFORMACIÓN.





ml	 (OD600	 ~1),	 se	 recogieron	 por	 centrifugación	 y	 se	 lavaron	 primero	 con	 el	mismo	 volumen	 de	 agua	 estéril	
y	a	continuación	con	1	ml	de	acetato	de	 litio	 (AcLi)	100mM.	Una	vez	 retirado	el	sobrenadante,	se	añadieron	
240	μl	de	Polietilenglicol	(PEG)	3350	al	50%,	36	μl	de	AcLi	1M,	25	μl	de	DNA	desnaturalizado	de	esperma	de	
salmón	a	una	concentración	de	2	mg/ml	y	50	μl	de	la	solución	que	contenía	el	DNA	a	transformar.	Las	células	
se	 resuspendieron	mediante	 agitación	 en	 vortex,	 se	 incubaron	 a	 30ºC	 durante	 30-60	min	 con	 agitación	 y,	 a	
continuación,	se	sometieron	a	un	pulso	de	calor	de	15	min	a	42	ºC.	Finalmente,	las	células	se	centrifugaron	y	
se	resuspendieron	en	100	μl	de	agua	para	sembrarlas	en	placas	de	medio	selectivo.	Cuando	el	marcador	de	
selección	 fue	 la	 resistencia	a	 los	antibióticos	G418,	higromicina	o	nourseotricina,	después	del	pulso	de	calor	
las	células	se	incubaron	en	YPDA	líquido	durante	2	-	3	h	antes	de	sembrarlas	en	las	placas	que	contenían	el	
antibiótico.	Las	células	transformadas	se	incubaron	a	30ºC	durante	2	-	3	días.
3.2.- Transformación de E. coli.
	 Para	transformar	E.	coli	con	plásmidos	se	siguió	el	protocolo	descrito	por	Golub,	1988.	Para	ello,	se	
descongelaron	las	células	competentes	en	hielo	y	se	les	añadió	1	μl	de	DNA	procedente	de	minipreparaciones	




4.1.- Microscopía de contraste de fases.
	 Para	el	seguimiento	rutinario	del	crecimiento	celular,	la	formación	de	zigotos,	el	contaje	de	ascas,	etc.,	
se	utilizó	un	microscopio	Nikon	Eclipse	50i	equipado	con	objetivos	20X	y	40X	de	contraste	de	fases.























5	minutos	 para	 que	 cuando	 se	 añada	 la	 solución	 de	 KAc	 al	 2%	 +	 agarosa	 al	 1,2%,	 ésta	 no	 se	 solidifique	
inmediatamente.	Durante	esos	5	minutos,	se	hierve	una	solución	de	KAc	al	2%	+	agarosa	al	1,2%	repartida	en	
diferentes	eppendorfs	y	guardada	a	4ºC.	Cuando	la	solución	esté	líquida	se	deja	a	70ºC	para	que	no	se	vuelva	
a	 solidificar.	A	 continuación,	 se	 recogen	 100µl	 de	 células	 en	meiosis,	 se	 centrifugan	 y	 se	 concentran	 en	 un	
volumen	final	de	15	µl.	Se	añaden	50	µl	de	la	solución	de	KAc	al	2%	con	agarosa	al	1,2%	en	el	porta	cóncavo	
e	 inmediatamente	 colocamos	encima	el	 porta	normal	 y	 se	deja	 solidificar	 a	 temperatura	ambiente	durante	5	
minutos.	Pasado	este	tiempo	se	retira	el	porta	normal	se	añaden	7	µl	de	las	células	concentradas	encima	de	
la	 solución	 solidificada	 y	 se	 coloca	un	 cubre	encima.	Para	 cada	 tiempo	analizado	 (cada	5	ó	10	minutos)	 se	
Materiales	y	Métodos

































	 5.- ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS.
5.1.- Extracción de DNA plasmídico de E. coli.
	 Para	la	purificación	de	DNA	plasmídico	a	pequeña	escala	de	E.	coli	se	usaron	las	columnas	Wizard	
Plus	SV	Minipreps	(Promega)	siguiendo	el	protocolo	del	fabricante	basado	en	el	método	de	lisis	alcalina.
5.2.- Extracción de DNA total de S. cerevisiae.
	 Para	usar	el	DNA	genómico	como	molde	para	PCR	se	empleó	el	protocolo	que	se	describe	a	continuación.	


















5.4.- Separación de moléculas de DNA en geles de agarosa.



















	 Para	 amplificar	 fragmentos	 de	 DNA	 que	 llevan	 epítopos	 para	 el	 marcaje	 de	 genes,	 se	 utilizó	 una	
polimerasa	de	alta	fidelidad	(Expand	High	Fidelity	PCR	System).































	 Se	reservaron	40	μl	de	este	sobrenadante	como	 input	y	el	 resto,	que	se	usó	para	hacer	 las	 IPs,	se	
dividió	a	la	mitad	en	2	tubos	de	1,7	ml.	A	una	mitad	se	añadieron	10μg	de	anticuerpo	anti-HA	(clon	12CA5,	Roche)	
















	 Se	añadieron	100	μl	de	Chelex	al	100	%	a	 las	dynabeads	(sin	 restos	del	último	 lavado	con	TE	1X).	
Las	dynabeads	 con	 las	 bolitas	 de	Chelex	al	 10%	se	mezclaron	bien	en	 vortex.	Se	hirvieron	durante	 10	min	
en	agitación	(aquí	se	revirtió	el	crosslink	quedando	atrapadas	las	proteínas	y	los	anticuerpos	en	las	bolitas	de	
Chelex).	Se	dejaron	enfriar	 las	muestras	y	se	añadieron	RNAasa	y	proteinasa	K	del	mismo	modo	en	que	se	





	 Para	una	mejor	cuantificación	del	DNA	obtenido,	 los	 inputs	se	diluyeron	100	veces	en	agua	 libre	de	




















5.7.- Tinción de DNA con DAPI.
	 Se	recogieron	alícuotas	de	300	ml	de	células	de	los	cultivos	en	KAc	2%	a	diferentes	tiempos	a	lo	largo	
de	 la	meiosis	 y	 se	añadieron	 	700	ml	 de	etanol	100%.	Las	células	fijadas	se	almacenaron	a	4ºC.	Para	 teñir	




































núcleos	 y	 la	 posterior	 detección	 de	BrdU	en	 regiones	 de	 ssDNA	mediante	 inmunofluorescencia	 utilizando	 el	
procedimiento	descrito	en	el	apartado	6.5.
6.- ANÁLISIS DE PROTEÍNAS















6.2.- Separación de proteínas en geles de poliacrilamida.










6.3.- Transferencia de proteínas tipo western.
Tras	la	electroforesis,	las	proteínas	fueron	transferidas	a	membranas	de	PVDF	(Immobilon-P;	Millipore)	





















de	 inhibidor	 de	proteasas	 (SIGMA,	P8215).	Se	añadieron	10	μg	de	anticuerpo	primario	 y	 se	 incubó	durante	































anti-IgG de conejo-AF488 
anti-IgG de ratón-AF488 
anti-IgG de conejo-AF594 
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6.5.- Inmunofluorescencia de extensiones de núcleos.
	 Las	 extensiones	 de	 núcleos	 y	 las	 inmunofluorescencias	 se	 llevaron	 a	 cabo	 siguiendo	 un	 protocolo	
descrito	para	S.	cerevisiae	(Sym	et	al.,	1993;	San-Segundo	and	Roeder,	1999).
	 Las	extensiones	de	núcleos	se	hicieron	a	partir	de	10	ml	de	células	recogidas	a	diferentes	tiempos	de	


















ambiente	 hasta	 que	 se	 secaron.	Si	 no	 iban	 a	 ser	 procesados	 para	 inmunofluorescencia	 inmediatamente,	 se	
guardaron	a	-20ºC.
	 La	solución	de	paraformaldehído	al	4%	utilizada	para	la	fijación	se	preparó	añadiendo	1	g	del	compuesto	



























7.2.- Cálculos de estadística.
	 Para	calcular	si	las	diferencias	entre	determinados	valores	eran	estadísticamente	significativas	se	utilizó	
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ARSs	 						Secuencias	de	replicación	autónomas	 	 Autonomously	Replicating	Sequence
ATM       Ataxia	telangiectasia	mutada   Ataxia	Telangiectasia	Mutated
BSA        Seroalbúmina	bovina		 	 	 	 Bovine	Serum	Albumin
BRCT       Extremo	carboxilo	de	BRCA1	 	 	 BRCA1	C-Terminus
BrdU       5-bromo-2´-deoxiuridina	 	 	 	 5-bromo-2’-deoxyuridine 
CDK       Kinasa	dependiente	de	Ciclina	   Cyclin-Dependent	Kinase
ChIP        Inmunoprecipitación	de	cromatina		 	 	 Chromatin	ImmunoPrecipitation
DIC        Contraste	interferencial		 	 	 	 Differential	Interference	Contrast
DMSO        Dimetil	sulfóxido
DNA		 						Ácido	desoxirribonucleico
DSB        Rotura	de	doble	cadena		 	 	 	 Double-Strand	Break
DSBR        Reparación	de	roturas	de	doble	cadena		 	 Double-Strand	Break	Repair
FEAR       Liberación	de	Cdc14	en	anafase	temprana	 	 cdc	Fourteen	Early	Anaphase	Release
FHA 													Asociado	a	Forkhead	 	 	 	 ForkHead-Associated
GAP	 						Proteína	activadora	de	la	actividad	GTPasa	 	 GTPase-Activating	Proteins
GFP	 						Proteína	fluorescente	Verde	 	 	 Green	Fluorescent	Protein
h        Horas
HA        Hemaglutinina		 	 	 	 	 Haemaglutinin
HJ        Unión	de	Holliday		 	 	 	 Holliday	Junction
HR        Recombinación	homóloga		 	 	 Homologous	Recombination
HRP        Peroxidasa	de	rábano		 	 	 	 HorseRadish	Peroxidase
HSV-TK	 						Timidina	kinasa	del	virus	del	Herpes	Simplex
kb        Kilobase
MEN        Red	de	salida	de	mitosis	 	 	 	 Mitotic	Exit	Network
min        Minutos
MMC	 						Complejo	del	chekpoint	mitótico	 	 	 Mitotic	Checkpoint	Complex 
MMS        Metil-metanosulfonato
MSE	 						Elemento	de	esporulación	mediano		 	 Middle	Sporulation	Element
MRX        Complejo	Mre11/Rad50/Xrs2
NHEJ        Unión	de	extremos	no	homólogos		 	 	 Non-Homologous	End-Joining
OD        Densidad	óptica		 	 	 	 Optical	Density
ORF        Marco	abierto	de	lectura		 	 	 	 Open	Reading	Frame
pb        pares	de	bases
PCNA        Antígeno	nuclear	de	células	proliferantes		 	 Proliferating	Cell	Nuclear	Antigen
PCR        Reacción	en	cadena	de	la	polimerasa		 	 Polymerase	Chain	Reaction
PGK        Fosfoglicerato	kinasa		 	 	 	 Phosphoglycerate	kinase
PI3KK	 						Kinasas	parecidas	a	las	3´	fosfatidil	inositol	kinasas	 Phosphatidyl-Inositol-3´	Kinase-like	Kinase
PSMs	 						Membranas	de	las	pro-esporas	 	 	 ProSpore	Membranes
rDNA        DNA	ribosómico		 	 	 	 ribosomal	DNA
RFC        Factor	de	replicación	C		 	 	 	 Replication	Factor	C
RFP       Proteina	flurorescente	roja	 	 	 Red	Flurescent	Protein
RPA        Proteína	A	de	replicación			 	 	 Replication	Protein	A	 	
SAC 	 						Checkpoint	de	esamblaje	del	huso	 	 	 Spindle	Assembly	Checkpoint
SC       Complejo	sinaptonémico	 	 	 	 Synaptonemal	Complex
SCR        Recombinación	entre	cromátidas	hermanas		 	 Sister	Chromatid	Recombination
SPBs	 						Cuerpos	polares	del	huso		 	 	 Spindle	Pole	Body
SPOC	 						Checkpoint	de	posicionamiento	del	huso	 	 Spindle	POsitioning	Checkpoint
115
Abreviaturas
SSBs       Roturas	de	cadena	sencilla		 	 	 Single-Strand	Breaks
ssDNA        DNA	de	cadena	sencilla		 	 	 	 single-stranded	DNA
TCA        Ácido	Tricloroacético		 	 	 	 TriChloroacetic	Acid
UV        Ultravioleta
YFP        Proteína	fluorescente	amarilla		 	 	 Yellow	Fluorescent	Protein
γH2A        Histona	H2A	fosforilada	en	el	residuo	S129
